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POVZETEK 
Spinsko označevanje je metoda pritrjevanja stabilnih paramagnetnih molekul na 
material, ki ga želimo preiskovati, z namenom pridobitve selektivnih strukturnih in 
dinamičnih informacij z elektronsko paramagnetno resonanco, metodo za detekcijo 
nesparjenih elektronov. Z vključevanjem spinskih sond v izbrani sistem in 
preučevanjem radikalov z elektronsko paramagnetno resonanco lahko pridobimo 
informacije o membranskih modelnih sistemih in bioloških membranah.  
Sintetizirali smo sedem spinskih sond, ki v svoji strukturi vsebujejo ciklični 
nitroksidni radikal in planarno aromatsko strukturo. Po zaključeni sintezi smo 
produkte reakcij čistili in ločevali s kolonsko »flash« kromatografijo. Nove spojine 
smo okarakterizirali s pomočjo masne spektrometrije, infrardeče spektroskopije in 
elektronske paramagnetne resonance.  
Pokazali smo, da sinteza nitroksidnih spinskih sond ni težavna in daje dobre 
izkoristke ter malo stranskih produktov. 
Rezultati predstavljajo pomembna izhodišča za nadaljnjo optimizacijo sinteze 
spinskih sond. Le-te se lahko uporabijo pri raziskavah lastnosti (s spinskimi sondami 
označenih) nanocevk v bioloških sistemih s pomočjo elektronske paramagnetne 
resonance, spremljanja njihove dinamike in preverjanja morebitnih citotoksičnih in 
citoprotektivnih učinkov.  
 
Ključne besede: spinske sonde, EPR, spinsko označevanje, ogljikove nanocevke 
  
VI 
 
ABSTRACT 
Spin labeling is a method of attaching stable paramagnetic molecules to the material 
of investigation in order to obtain selective structural and dynamic information with 
electron paramagnetic resonance, a method for the detection of unpaired electrons. By 
incorporating spin probes into the selected system and studying radicals with electron 
paramagnetic resonance, we can obtain information about membrane modeling 
systems and biological membranes.  
We have synthesized seven spin probes, which contain the cyclic nitroxide radical and 
planar aromatic structure in their structure. After synthesis, the reaction products were 
purified and separated by column flash chromatography. New compounds were 
characterized by mass spectrometry, infrared spectroscopy and electron paramagnetic 
resonance. 
We have shown that the synthesis of nitroxide spin probes is not difficult and gives 
good yields and few by-products.  
Results are important starting points for further optimization of the synthesis of spin 
probes. These can be used for future studies of carbon nanotubes attached to spin 
probes in biological systems, using electron paramagnetic resonance, monitoring their 
dynamics and checking possible cytotoxic and cytoprotective effects. 
 
Key words: spin probes, EPR, spin labeling, carbon nanotubes 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
DCC −  N, N’-dicikloheksilkarbodiimid  
DCE − dikloroetan 
DCM − diklorometan 
DCU − 1,3-dicikloheksilsečnina 
DMAP − 4-dimetilaminopiridin 
e- − elektron 
EDC × HCl − (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid 
EM − elektromagnetno valovanje 
EPR − elektronska paramagnetna resonanca 
MF – mobilna faza 
NO − nitroksidni radikal, nitroksid 
Nu- − nukleofil  
RNS − reaktivne dušikove zvrsti (ang. Reactive nitrogen species) 
ROS − reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive oxygen species) 
SF – stacionarna faza 
SN2 − nukleofilna substitucija tipa 2 
TEMPAMIN − 4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil 
TEMPO − 2,2,6,6-tetrametilpiperidin 1-oksil 
TEMPOL − 1-λ1-oksidanil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ol 
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TEMPON − 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidin-1-oksil 
THF − tetrahidrofuran 
TLC − tankoplastna kromatografija 
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1 UVOD 
1.1 RADIKALI 
 
Radikali so atomi, ioni ali molekule, ki imajo v svoji strukturi vsaj en nesparjen 
valenčni elektron. Ta z vrtenjem okrog svoje osi povzroči nastanek lokalnega 
magnetnega polja, zato radikale prištevamo med paramagnetne snovi. Čeprav so 
radikali sposobni obstajati samostojno, so zaradi primanjkljaja elektronov, 
odgovornega za kemijsko nestabilnost, praviloma kratkoživeči (µs in ms) in kemijsko 
zelo reaktivni, saj težijo k stanju, v katerem so vsi elektroni v parih. Reagirajo z 
bližnjimi molekulami z namenom pridobiti manjkajoči elektron, ki mora imeti 
nasprotno smer spina kot nesparjeni elektron. Reaktivnost radikalov temelji na 
odvzemu vodikovega atoma, adiciji na dvojno vez ali reakciji z drugim radikalom. 
Zaradi velike reaktivnosti je njihova koncentracija v telesu izredno nizka (nmol/L) (1, 
2, 3). 
Radikale in reaktivne snovi, ki iz njih nastanejo, najpogosteje ločimo v dve veliki 
skupini: reaktivne kisikove (ROS, reactive oxygen species) in reaktivne dušikove 
zvrsti (RNS, reactive nitrogen species). Med ROS uvrščamo superoksidni radikal 
O2˙−, hidroksilni radikal HO˙, hidroperoksilni radikal HOO˙, singletni kisik 1O2, ozon 
O3, vodikov peroksid H2O2, hidroperokside ROOH idr. Med RNS štejemo dušikov 
oksid NO˙, dušikov dioksid NO2˙, dušikove okside N2O3, N2O4, dušikovo(III) kislino 
HNO2, nitrozilni kation NO
+ idr. (3).  
Poleg zgoraj naštetih, kratkoživih radikalov, pa poznamo tudi dolgožive, stabilne 
radikale. Stabilni radikali so tisti radikali, ki se pojavljajo v π-elektronskih molekulah 
in imajo nesparjen elektron delokaliziran po obroču ali pa tisti, ki imajo nesparjen 
elektron ujet v omejenem območju molekule, kjer sosednje skupine sterično 
preprečujejo njegovo reaktivnost z drugimi molekulami. Primeri stabilnih radikalov 
so tako trifenilmetilni radikal, difenilpikrilni radikal, nitroksidi, α-tokoferilni radikal 
idr. (4). 
Nitroksidni radikali imajo nesparjen elektron ujet nekje med dušikovim in kisikovim 
jedrom. Zaradi sosednjih metilnih skupin, ki ga sterično ovirajo, ni sposoben reagirati 
po glavnih mehanizmih radikalskih reakcij (odzem vodikovega atoma, adicija na 
dvojno vez, reakcija dveh radikalov). Zato nitroksidni radikali spadajo med stabilne 
spojine, s katerimi lahko izvajamo različne kemijske reakcije in postopke, ki ne 
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vključujejo nesparjenih elektronov. Radikali z nesparjenim elektronom na dušiku, 
kisiku, ogljiku ali katerem drugem atomu absorbirajo svetlobo v vidnem delu spektra, 
zaradi česar so obarvane spojine. V odvisnosti od celotne strukture molekule obstajajo 
rumeni, oranžni, rdeči, modri ali vijočino obarvani nitroksidi (5). 
1.1.1 Stabilni nitroksidni radikali 
 
Stabilni nitroksidni radikali imajo nitroksidno skupino vezano na heterociklični obroč. 
To so tipično pet- ali šestčlenski heterociklični derivati piperidina, pirolidina in 
ostalih heterocikličnih obročev z enim ali več heteroatomov, kot je prikazano na sliki 
1. Nesparjen elektron se nahaja v π-protivezni orbitali dušika, ki je z dvema 
ogljikovima atomoma običajno povezan v heterociklični obroč. Metilne skupine na 
sosednjih ogljikovih atomih glede na dušik onemogočajo dostop do nesparjenega 
elektrona ter tako zagotavljajo stabilnost molekule. Dodatna funkcionalna skupina ali 
stranska veriga na heterocikličnem obroču omogoča, da molekula lahko interagira v 
hidrofilnem ali hidrofobnem mikrookolju (5, 6, 7, 8). Na sliki 1 so prikazani 
najpogostejši nitroksidni radikali, ki se razlikujejo glede na velikost in substitucijo 
obroča. 
 
 
 
Slika 1. Klasični stabilni nitroksidni radikali. 
 
1.2 SPINSKO OZNAČEVANJE 
 
Nitroksidni radikali se zaradi svoje stabilne narave pogosto uporabljajo pri spinskem 
označevanju. 
Spinsko označevanje je metoda pritrjevanja stabilnih paramagnetnih molekul na 
material, ki nas zanima, z namenom pridobitve selektivnih strukturnih in dinamičnih 
informacij z elektronsko paramagnetno resonančno (EPR ) spektroskopijo, metodo za 
detekcijo nesparjenih elektronov (več o EPR spektroskopiji v poglavju 1.3) (9). 
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Paramagnetne molekule (običajno stabilne nitroksidne radikale) vežemo na 
preiskovani material kovalentno ali nekovalentno. Tako vezana paramagnetna 
molekula omogoča spremljanje stanja biološkega matriksa v neposredni okolici z 
spektroskopijo EPR. Z metodo spinskega označevanja pridobimo informacije o 
lokalni strukturi, gibanju, mikropolarnosti, elektrostatskem potencialu, pH in redoks 
statusu dela molekule, v katerega se vsidra spinski označevalec ali spinska sonda. Z 
vključevanjem spinskih označevalcev ali sond v izbrani sistem in preučevanjem 
radikalov s spektroskopijo EPR lahko pridobimo informacije o membranskih 
modelnih sistemih in bioloških membranah (10). 
Pri spinskem označevanju uporabljamo tri različne tipe molekul:  
a) Spinski označevalec je stabilna, paramagnetna molekula ali del (makro)molekule, 
ki daje signal EPR in jo lahko kovalentno vežemo na drugo diamagnetno molekulo. 
Sintetiziramo jih z namenom pridobitve selektivnih strukturnih in dinamičnih 
informacij s spektroskopijo EPR. Največja družina spinskih označevalcev v EPR 
spektroskopiji so stabilni nitroksidni radikali (9). 
b) Spinska past ne vsebuje nesparjenega elektrona in je diamagnetna snov, zato ne 
daje spektra EPR. Reagira s kratkoživimi radikali v nastanek paramagnetne molekule, 
ki daje signal EPR (10). 
c) Spinska sonda je paramagnetna molekula, ki v svoji strukturi vsebuje nesparjen 
elektron. Praviloma gre za stabilen nitroksidni radikal. Dodajamo jo vzorcu, ki ga 
želimo raziskati. Ta vstopa v nekovalentne interakcije s sistemom (npr. biološko 
membrano) in daje informacije o svoji neposredni okolici (10).  
1.2.1 Primeri nitroksidnih spinskih označevalcev 
 
Stabilni nitroksidni radikali se v spektroskopiji EPR uporabljajo kot spinski 
označevalci za študij konformacijskih in gibljivostnih lastnosti bioloških 
makromolekul. Prav tako se uporabljajo za detekcijo reaktivnih radikalskih 
intermediatov, ki jih ujamemo s prej omenjenimi spinskimi pastmi, ker njihova 
struktura omogoča stabilnost nesparjenega elektrona z dobro definiranimi hiperfinimi 
interakcijami. Nitroksidi naj bi delovali tudi kot mimetiki encimov, npr. superoksid 
dismutaze (pomemben encim notranje antioksidativne obrambe telesa). Permeabilni 
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nitroksidi naj bi ščitili sesalske celice pred citotoksičnostjo superoksidnega aniona 
(11). 
Klasičen stabilni nitroksidni radikal je piperidinski 2,2,6,6-tetrametilpiperidin 1-oksil 
(TEMPO), ki je široko v uporabi pri organski sintezi. Njegova struktura je prikazana 
na sliki 2. Običajno se pripravi z oksidacijo tetrametilpiperidina ali tetrametilpiperidin 
hidroksida, a je tudi komercialno dostopen. Zaradi svoje inertne narave se uporablja v 
spektroskopiji EPR kot spinski označevalec za biološke sisteme, pa tudi kot lovilec 
radikalov. Deluje kot oksidant pri oksidaciji različnih organskih substratov, in sicer 
aminov, fosfinov, fenolov, anilinov in nekaterih primarnih ter sekundarnih alkoholov 
(6,12). Študije so pokazale, da TEMPO in njegovi derivati izkazujejo tako 
citoprotektivne kot tudi citotoksične učinke (11). 
 
Slika 2. Kemijska struktura TEMPO. 
 
4-Amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPAMIN) (slika 3, levo) je celično 
permeabilen, stabilni radikal z antioksidativnim, protitumorskim, proapoptoznim 
in/ali pronekrotičnim delovanjem. TEMPAMIN je amfifilne narave in je šibka baza 
(13, 14). 
 
 
Slika 3. Kemijski formuli TEMPAMIN-a in TEMPOL-a. 
 
4-Hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPOL) (slika 3, desno) je 
amfifilni stabilni nitroksid, ki prav tako prehaja celično membrano. TEMPOL deluje 
kot lovilec radikalov. V primerjavi s TEMPO je cenejši. Proizvaja se iz triaceton 
5 
 
amina, ki nastane s kondenzacijo acetona in amoniaka. Zaradi tega je sinteza 
ekonomsko izvedljiva v industrijskem obsegu. Znano je, da moti delovanje 
mitohondrijev in sproži apoptozo v mnogih tumorskih celičnih linijah po mehanizmu 
delovanja radikalov (15). 
Hidroksilni radikal (HO˙) reagira z nitroksidno skupino ali na mestu 4 piperidinskega 
obroča TEMPOL-a v nastanek TEMPON-a (slika 4), ki daje novi tripletni signal 
EPR (pri fiziološkem pH se ta reakcija zgodi le v 10 %) (15). 
 
Slika 4. Kemijska formula TEMPON-a. 
Poleg stabilnosti v fizioloških pogojih so prednosti nitroksidnih spinskih 
označevalcev tudi neobčutljivost na biološke sisteme in enostaven spekter EPR 
(triplet), ki je občutljiv na okolje, v katerem se molekula nahaja (polarnost, 
spremembe v velikosti in konformaciji, fluidnost, prisotnost drugih paramagnetnih 
centrov itd.) (16). 
Na različna mesta v molekuli nitroksida lahko vključimo novo funkcionalno skupino, 
s čimer pridobimo na raznolikosti v kemijskih lastnostih, kar nam omogoča nadaljnjo 
derivatizacijo molekul (17). 
1.3 ELEKTRONSKA PARAMAGNETNA RESONANCA 
 
Elektronska paramagnetna  ali spinska resonanca (EPR ali ESR) je spektroskopska 
metoda, pri kateri opazujemo obnašanje nesparjenih elektronov v zunanjem 
magnetnem polju. Metoda je podobna nuklearni magnetni resonanci (NMR) s to 
razliko, da proučujemo elektronske spine, ne jedrskih. Odkritje metode EPR sega v 
leto 1944, ko je Yevgeny Zavoisky opazoval obnašanje nekaterih raztopin 
paramagnetnih soli. Danes se EPR uporablja v kemiji, biologiji, fiziki, medicini in 
drugih znanstvenih področjih (9, 17, 18). 
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Metoda je uporabna za preučevanje paramagnetnih snovi. To so atomi, ioni, molekule 
ali kompleksi z vsaj enim nesparjenim elektronom. EPR je edina metoda, s katero 
neposredno opazujemo radikale. Ti morajo biti dovolj stabilni in dolgoživi, da 
opravimo meritev. Če je radikal preveč reaktiven, lahko vzorec zamrznemo ali pa 
radikale ujamemo s spinskimi pastmi. Prav tako lahko z EPR detektiramo spojine ali 
kelate z elementi prehodnih kovin. Prehodne kovine sicer niso radikali, so pa 
paramagnetne snovi, saj lahko imajo v d-orbitalah enega ali več nesparjenih 
elektronov. Nazadnje z EPR proučujemo tudi elektronske defekte v kristalnih 
rešetkah. Ionske kristale obsevamo z ionizirajočim sevanjem, ki izbije določene 
elektrone. Nastanejo elektronski defekti v kristalnih rešetkah, ki so paramagnetni (18, 
19). 
1.3.1 Potek meritve 
 
Za meritve z EPR potrebujemo zunanje magnetno polje, v katero vstavimo vzorec. 
Vzorec obsevamo z mikrovalovi in opazujemo, koliko energije mikrovalov bo 
absorbiral.  
Elektroni rotirajo okrog svoje osi (spin) in imajo magnetni moment. Vsak elektronski 
spin je v vzorcu poljubno orientiran in s tem tudi njegov magnetni moment. Ko 
vklopimo zunanje magnetno polje, magnetni momenti z njim interagirajo (Zeemanova 
interakcija) in se orientirajo glede na zunanje magnetno polje (18, 19). Razdelijo se v 
dve populaciji s spinskim kvantnim številom ms = + ½ in ms = – ½ (slika 5) in 
orientirajo paralelno ali antiparalelno glede na zunanje magnetno polje, s čimer 
ustvarijo dva možna energijska nivoja, ki varirata z jakostjo magnetnega  
 
Slika 5. Nastanek dveh energijskih nivojev magnetnih momentov nesparjenih 
elektronov (prirejeno po 20). 
polja. Večje, kot je zunanje magnetno polje, večji je razcep med energijskima 
nivojema. Ko s spreminjanjem zunanjega magnetnega polja dosežemo energijo 
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valovanja EM (mikrovalov), ki je enaka energijski razliki med populacijama 
nesparjenih elektronov, pravimo, da smo izpolnili resonančni pogoj. Takrat elektroni 
absorbirajo energijo mikrovalov in jo uporabijo za prehod iz nižjega v višji energijski 
nivo, kar zaznamo s spektrometrom EPR. Razliko v energiji izrazimo z enačbo 1, kjer 
je ∆E energijska razlika, g je Zeemanov sklopitveni faktor (Landejev g-faktor), βN je 
Bohrov magneton (0,92 × 10-23 JT), B0 je jakost zunanjega magnetnega polja, h je 
Planckova konstanta (0,66 × 10-33 Js) in ν je frekvenca EM valovanja (7, 8, 17, 19):   
                
∆𝐸 = 𝑔𝛽𝑁𝐵0 = ℎν    (enačba 1) 
Jakost magnetnega polja spreminjamo pri konstantni frekvenci, Zeemanov sklopitveni 
faktor in Bohrov magneton pa sta konstanti, značilni za elektron. Izhajata iz 
elektronskega spina in z njim povezanim magnetnim momentom. Zeemanov 
sklopitveni faktor g znaša za nesparjen elektron 2,00232, a se spreminja glede na to, 
ali je nesparjen elektron v bližini kakšnega jedra. Zavisi tudi od kemične vezave in 
elektronskega okolja. Bohrov magneton izračunamo iz naboja elektrona, reducirane 
Planckove konstante in mase elektrona (17, 18).  
Na nižjem energijskem nivoju je magnetni moment elektrona poravnan z zunanjim 
magnetnim poljem oz. precesira okoli smeri zunanjega magnetnega polja in ima nižjo 
energijo. Na višjem energijskem nivoju je magnetni moment elektrona antiparalelen 
zunanjemu magnetnemu polju in ima višjo energijo. Ko vzorec obsevamo z 
mikrovalovi, pride do absorpcije energije mikrovalov. Nižji paralelni nesparjeni 
elektroni lahko preidejo na višji energijski nivo, ko je energijska razlika med 
nivojema enaka energiji mikrovalov. Po določenem času (t.i. relaksacijski čas) se 
elektroni vrnejo v osnovni nivo, energija pa se sprosti v obliki toplote (7, 18).  
Kot signal dobimo absorpcijski spekter, običajno v območju mikrovalov spektra EM. 
Tak spekter imenujemo Lorenzova krivulja. Spektrometer EPR prikaže prvi odvod 
absorpcije energije v odvisnosti od jakosti zunanjega magnetnega polja, saj tak 
pristop omogoča lažjo spektralno analizo (7, 21).  
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Če imamo spekter z eno samo črto, pomeni, da imamo en sam nesparjen elektron, ki 
ne interagira z nobenim drugim jedrom. Lahko pa nesparjeni elektroni interagirajo z 
nekaterimi jedri. Jedra, ki imajo magnetni moment različen od nič, npr. vodikova, 
dušikova in so v bližini nesparjenega elektrona, namreč precesirajo v smeri ali 
nasprotni smeri zunanjega magnetnega polja. Za razliko od elektrona jedro ne bo  
Slika 6. Tričrtni absorpcijski spekter nitroksidov kot posledica hiperfine interakcije 
nesparjenega elektrona z dušikovim jedrom (prirejeno po 7). 
spremenilo spina, bo pa lokalno vplivalo na nesparjen elektron tako, da bo ojačalo oz. 
oslabilo zunanje magnetno polje. Interacijo nesparjenega elektrona z jedrom, ki se 
nahaja v njegovi bližini, imenujemo hiperfina interakcija. V osnovi gre za magnetno 
interakcijo dipol-dipol med elektronom in jedrom. V primeru dodatnega magnetnega 
momenta jedra bomo dobili dodaten razcep energijskih stanj, torej bomo namesto ene 
črte v spektru videli dve. En prehod bo pri nekoliko višjem magnetnem polju, drug pri 
nekoliko nižjem, saj enkrat jedro ojača, drugič pa oslabi zunanje magnetno polje (7).  
Intenziteta signala se bo prepolovila. Hiperfino interakcijo na grafu vidimo kot 
razdaljo med dvema črtama, ki sekata absciso (označimo jo s črko a) in jo podamo v 
miliTeslih (mT) ali Gaussih (G). Signal se torej razcepi zaradi bližnjih jeder. Iz grafa 
dobimo podatke o številu in identiteti teh jeder – koliko jih je in kakšna je vrednost 
jedrskega spina (17, 18, 19). Skupno jedrsko spinsko število (I) je odvisno od števila 
protonov (Z) in nevtronov (N) jedra, in sicer:  
• sodo Z in N pomeni, da je I = 0 
• sodo Z in liho N ali obratno pomeni, da je I = 
1
2
, 
3
2
, 
5
2
... 
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• liho Z in N pomeni, da je I = 1, 2, 3... 
V primeru dušikovega jedra 14N (liho Z in N) je skupno jedrsko spinsko število I = 1. 
Z enačbo 2I+1, ki določa število črt v spektru, dobimo podatek, da ima spekter 
nitroksidnega radikala tri črte, ki imajo enako intenziteto, saj je prisotno samo eno 
jedro. Tričrtni nitroksidni spekter je prikazan na sliki 6. V primeru več jeder 
uporabimo enačbo 2NI+1, kjer je N število ekvivalentnih jeder. Intenzitete črt jeder 
določimo na podlagi binomske (𝐼 =
1
2
) ali trinomske (𝐼 = 1) porazdelitve (17). 
Če absorpcijski spekter integriramo, dobimo površino pod krivuljo, ki je sorazmerna 
številu paramagnetnih centrov v vzorcu (18).  
1.3.2 Analiza spektra 
 
Tehnika EPR nam omogoča tako kvantitativno kot tudi kvalitativno analizo signala. 
Iz kvantitativne analize signala dobimo podatke o kinetiki redukcije nitroksidov in 
kvantifikaciji paramagnetnih centrov. Pri kvalitativni analizi signala nam nitroksidni 
radikali poročajo o svoji okolici: vsebnosti kisika, polarnosti, pH, viskoznosti, 
urejenosti (ureditvenem parametru).  
 
Določanje koncentracije kisika  
Interakcija spin-spin med kisikom O2 in spinsko sondo skrajša relaksacijski čas 
spinske sonde, kar ima za posledico širitev črte spektra EPR. Širina črte spektra je 
premosorazmerna s koncentracijo kisika (22).  
 
Lokalna mobilnost 
Sklopitvi elektronskega spina z zunanjim magnetnim poljem ter elektronskega z 
jedrskim spinom dušika sta pri nitroksidnem radikalu zelo anizotropni, zaradi česar je 
spekter nitroksida odvisen od orientacije molekule proti zunanjemu magnetnemu 
polju. S tem nam spinsko označevanje daje podatke o lokalni mobilnosti. Biološki 
sistemi imajo orientacije neenakomerno usmerjene glede na magnetno polje. Spekter 
EPR je zato superpozicija spektrov pri različnih orientacijah (23).  
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Slika 7. Usmerjenost π-orbitale, v kateri leži nesparjen elektron nitroksidnega 
radikala (prirejeno po 7). 
 
Anizotropija in viskoznost 
π-orbitala, v kateri leži nesparjen e-, je usmerjena v prostoru, in sicer pravokotno 
glede na ravnino, v kateri leži molekula NO, kot prikazuje slika 7. Zato je hiperfina 
interakcija odvisna od kota med zunanjim magnetnim poljem in osjo z. Ko bo os z 
poravnana z magnetnim poljem (kot 0º), bo interakcija maksimalna, ko bo pravokotna 
na magnetno polje (kot 90º), pa minimalna. Takšno lastnost, ki je odvisna od 
orientacije in ni enaka v vseh smereh, imenujemo anizotropija. Za nitrokside je torej 
značilna anizotropija hiperfine interakcije.  
Pri ugotavljanju anizotropije spinskih označevalcev v bioloških membranah 
upoštevamo, da je gibanje amfifilnih spinskih označevalcev v lipidnem dvosloju 
omejeno ter da je  π-orbitala nitroksida z nesparjenim elektronom usmerjena v 
prostoru.  
Zaradi nanosekundnega časovnega okna so oblike spektrov EPR hitro opletajočih se 
spinskih označevalcev odvisne tako od anizotropije kot tudi od hitrosti rotacijskega 
gibanja (23).  
 
Polarnost okolice 
Spekter EPR stabilnih nitroksidnih radikalov je občutljiv na polarnost okolice. 
Obstajata dve resonančni strukturi, ki vplivata na spekter EPR. V zgradbi molekule 
vidimo, da se nesparjen elektron nahaja v π-protivezni orbitali nekje vmes med 
dušikom in kisikom, bližje jedra kisika ali bližje jedra dušika. Hiperfina interakcija bo 
večja takrat, ko bo bližje jedra dušika. Na dušikovem atomu imamo še en nevezen 
elektronski par, na kisiku pa dva. Če premaknemo en elektron iz dušika na kisik, 
dobimo novo resonančno strukturo – s kationom na dušiku in anionskim centrom na 
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kisiku. Nova resonančna struktura ima naboj in bo bolj polarna, zato bo prevladovala 
v vodi. Tista brez naboja bo nepolarna in bo prevladovala v organskih topilih. Polarna 
bo imela veliko aN, torej bo spekter širši, pri nepolarni pa ožji (slika 8). 
Iz spektra EPR nitroksida, ki se je porazdelil med dve fazi, lahko iz intenzitete signala 
v posamezni fazi izračunamo porazdelitveni koeficient nitroksida med vodo in lipidno 
fazo, s čimer ugotovimo, v kateri fazi se bolje porazdeljuje (24).  
 
Slika 8. Resonančni strukturi nitroksidnega radikala v različno polarnih okolicah. 
Struktura v nepolarnem topilu (levo) in struktura v polarnem topilu (desno). 
 
pH 
S pomočjo nitroksidnih radikalov lahko izmerimo tudi pH. Pogoj je, da imamo takšen 
nitroksidni radikal, ki ima v bližini še en bazični ali kisli center, ki se lahko protonira.  
V primeru dušika 15N (dvočrtni spekter EPR) imamo v kislem dušik protoniran in 
prevladuje struktura z radikalom, zato bo hiperfina sklopitev (aN) majhna, črte bodo 
blizu skupaj. 
V bazičnem prevladuje struktura brez naboja na dušiku. Na drugem dušiku pa bo bolj 
ugodna struktura tista, ki je bolj polarna in dobro topna v vodi. Hiperfina sklopitev bo 
tukaj večja, črte bodo dlje narazen. Spreminjajočo strukturo glede na pH prikazuje 
slika 9. 
12 
 
 
 
Slika 9. Prevladujoče resonančne strukture nitroksida v bazičnem (levo) in 
kislem (desno) so označene kot večje molekule. 
 
Sintetizirali so kar nekaj nitroksidnih radikalov, ki so primerni za določanje pH. 
Lahko naredimo tudi umeritveno krivuljo, kjer spremljamo spreminjanje aN v 
odvisnosti od pH (18, 19, 21). 
Spinske sonde lahko pripnemo na ogljikove nanocevke in s spektroskopijo EPR 
preučujemo dinamiko le-teh v bioloških sistemih (25).  
 
1.4 NANOCEVKE 
 
Ogljikove nanocevke so votle, cilindrične strukture, sestavljene iz šestčlenskih 
aromatskih obročev. Vključujemo jih v družino fulerenov, ki poleg grafita, diamanta 
in aktivnega oglja predstavljajo eno od alotropskih modifikacij ogljika. Glede na 
strukturo jih lahko razdelimo na dve skupini, enoslojne (premer 0,4 – 2,0 nm; dolžina 
20 – 1000 nm) in večslojne (premer 1,4 – 100 nm; dolžina 1 do več µm) (26). 
Orbitalna vezava v ogljikovih nanocevkah je sp2, zaradi česar se vsak atom poveže na 
tri sosednje atome v strukturo zavaljenih grafitnih slojev. Nanocevke se oblikujejo na 
tri načine, kot je prikazano na sliki 10. Oblika naslonjača (ang. armchair) in cik-cak 
(ang. zig-zag) sta simetrični in se razporejata heksagonalno okoli obsega. Tretja 
oblika je kiralna, ki je najbolj uporabna in obstaja v dveh zrcalnih oblikah (27). 
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Slika 10. Oblike nanocevk (prirejeno po 26). 
 
1.4.1 Lastnosti in uporaba nanocevk 
 
Ogljikove nanocevke posedujejo lastnosti, ki jim omogočajo široko uporabo v 
nanotehnologiji in drugih vejah znanosti. Zanimanje zanje izhaja iz edinstvenih 
fizikalnih, kemijskih, mehanskih in temperaturnih lastnosti, ki izvirajo iz majhne 
velikosti, cilindrične strukture in velikega razmerja med dolžino in premerom (28). 
Velika mehanska trdnost, moč, stabilnost, odlična termična in električna prevodnost, 
veliko razmerje med površino in volumnom ter minimalne difuzne omejitve 
omogočajo nanocevkam, da postanejo idealni nosilci za imobilizacijo biomolekul kot 
so proteini, antigeni, protitelesa, vitamini, hormoni, antibiotiki idr. (29). 
Funkcionalizirane ogljikove nanocevke se v zdravstvu uporabljajo za terapevtsko 
dostavo, za biomedicinsko uporabo (žilne opornice) ter za gensko zdravljenje (vezava 
verige DNA na nanocevke) (30). V zadnjih letih proučujejo njihov pomen na 
področju tkivnega inženirstva zaradi minimalnih zavrnitvenih reakcij, lastne 
antibakterijske narave, biokompatibilnosti, biorazgradljivosti in sposobnosti, da se 
oblikujejo v različne geometrijske oblike, tudi porozne strukture, primerne za gojenje 
celic, proliferacijo in diferenciacijo (31). 
Tehnološki problem za praktično uporabo ogljikovih nanocevk v biomedicini in 
biotehnologiji predstavlja slaba topnost v vodnem okolju, kar rešimo s kemijsko 
modifikacijo in funkcionalizacijo njihove površine (29). 
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1.4.2 Toksičnost nanocevk 
 
Izjemno majhna velikost nanomaterialov pomeni, da ti veliko lažje vstopijo v telo in v 
večji meri vstopajo v razne interakcije kot veliki delci. Lastnosti nanodelcev, kot so 
njihova velikost, velika specifična površina, kemijska sestava in topnost, ki so sicer 
zaslužne za njihove pozitivne učinke, so hkrati tudi osnova za njihove toksične 
učinke, predvsem velikost in specifična površina. Velikost delcev v nanomerilu vpliva 
na fizikalno-kemijske lastnosti materiala, kot tudi na medsebojno delovanje z 
biološkimi tkivi. Manjša, kot je velikost nanodelca, večja je specifična površina, saj 
narašča število atomov na površini nanodelca. V primeru, da so ti atomi reaktivni, se z 
zmanjševanjem velikosti delca povečuje tudi njegova reaktivnost. Slednjo 
najpogosteje povezujemo s tvorbo reaktivnih zvrsti, ki naj bi prispevale k 
citotoksičnosti nanodelcev, saj povzročajo lipidno peroksidacijo, poškodbe genskega 
materiala in denaturacijo proteinov. Prav tako pa njihova reaktivna narava ob 
izpostavljenosti makromolekulam lahko povzroči, da se le-te takoj absorbirajo na 
nanodelce, kar lahko vpliva na regulatorne mehanizme encimov in drugih beljakovin 
(26). 
Nanodostavni sistemi lahko medsebojno delujejo s celicami imunskega sistema, saj se 
takoj po vstopu v krvni obtok začnejo na njihovo površino pritrjevati plazemski 
proteini, ki olajšajo fagocitozo. Iz krvnega obtoka se najpogosteje odstranjujejo s 
pomočjo makrofagov jetrnih celic. Po fagocitozi se v makrofagih sproži oksidativni 
izbruh, kar povzroči nastanek novih reaktivnih zvrsti. Prav tako lahko preobremenijo 
fagocite, s čimer sprožijo stresne reakcije, ki vodijo v vnetja in oslabijo obrambo 
telesa pred drugimi patogeni (26). 
Nanodostavni sistemi lahko sprožijo humoralni imunski odziv in onesposobijo tudi 
telesu lastne (biološke) molekule. Dodatno težavo pri zdravljenju z nanodelci 
povzroča specifičnost nanodelcev do tumorskih celic. Pogosto so tarčni antigeni in 
receptorji nanodelca prisotni tudi na normalnih celicah, kar povzroči neželene učinke 
(26). 
Dodaten problem pri uporabi nanocevk predstavlja njihovo kopičenje v telesu. Študija 
na Univerzi v Rochesteru je pokazala, da se pri podganah, ki so vdihovale nanodelce, 
delci kopičijo v možganih in pljučih, kar je privedlo do znatnega povečanja 
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biomarkerjev za vnetje in odzivnost na stres. Študija na Kitajskem je pokazala, da 
nanodelci povzročajo staranje kože skozi oksidativni stres pri miših brez dlak (32, 
33). 
Veliko število spremenljivk, ki vplivajo na toksičnost, pomeni, da je težko 
posploševati zdravstvena tveganja, povezana z izpostavljenostjo nanomaterialom. 
Vsak nov nanomaterial je treba oceniti posamično in upoštevati je treba vse 
materialne lastnosti (33).  
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2 NAMEN DELA 
Cilj naše raziskave je sinteza in karakterizacija spinskih sond za proučevanje 
ogljikovih nanocevk. Pričakujemo, da se bodo tako sintetizirane spinske sonde s 
pomočjo interakcij π-π in hidrofobnega efekta “prilepile” na aromatsko površino 
ogljikovih nanocevk. Samih nanocevk ne moremo detektirati z EPR, ker niso 
paramagnetne in ne dajejo signala EPR, če pa nanje pripnemo spinsko sondo, lahko 
tak sistem proučujemo z EPR. Zanima nas, kako se s spinskimi sondami označene 
nanocevke obnašajo v bioloških sistemih. Ugotavljamo lahko, kakšna je njihova 
interakcija z lipidi v membranah celic in njihova dinamika pri različnih pogojih, tako 
da opazujemo, kako se spreminja spekter EPR. 
Zato bomo pripravili spinske sonde iz dveh delov. Na planarno aromatsko strukturo 
bomo s pomočjo distančnika pripeli nitroksidni radikal. Nove spojine bomo ustrezno 
okarakterizirali s pomočjo masne spektrometrije, IR ter spektroskopije EPR. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Reagenti in topila 
V okviru eksperimentalnega dela v laboratoriju smo uporabljali reagente in topila 
različnih proizvajalcev (Acros Organics, Sigma Aldrich, Apollo Scientific, Merck) 
brez predhodne priprave.  
 
Merilni pripomočki in aparature 
Pri sinteznem delu v laboratoriju smo uporabljali standardno laboratorijsko opremo: 
analitsko in precizno tehtnico, rotavapor, membransko črpalko, detektor UV, 
magnetno mešalo, grelno pištolo, sušilnik za lase, hladilnik, zamrzovalnik, 
laboratorijsko steklovino, avtomatsko pipeto, nastavke za pipeto, žličko, spatulo, 
čolniček, osebna zaščitna sredstva. 
 
3.2 METODE 
Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastna kromatografija (thin-layer chromatography – TLC) je kromatografska 
tehnika za ločbo nehlapnih vzorcev. Izvaja se na stekleni, plastični ali aluminijasti 
ploščici, ki je prevlečena s tanko plastjo absorbenta. Absorbent je največkrat silikagel, 
aluminijev oksid ali celuloza in predstavlja stacionarno fazo. Vzorec, ki ga nanesemo 
na stacionarno fazo (SF), potuje skupaj z mobilno fazo (MF), dokler ta ne pripotuje 
do vrha SF.  
Pri našem eksperimentalnem delu smo s TLC sledili poteku reakcij, izbirali primerno 
MF za izvajanje izolacije s kolonsko »flash« kromatografijo in preverjali čistoto 
sintetiziranega produkta. Kot stacionarno fazo smo uporabili plošče nemškega 
proizvajalca Merck z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 
velikosti 20 × 20 cm. Mobilne faze so bile različne in so navedene pri vsaki sintezni 
reakciji posebej.  
Za detekcijo produktov na kromatografskih ploščah smo uporabili svetlobo UV z 
valovno dolžino 254 nm ali 366 nm. Močnejša, kot je bila lisa, več produkta je 
nastalo. Kot orositveni reagent smo uporabili rodamin, ki je bil pripravljen po 
standardnem postopku.  
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Kolonska »flash« kromatografija 
Po zaključeni sintezi smo produkte reakcij čistili in ločevali s kolonsko »flash« 
kromatografijo. Uporabljali smo različno velike steklene kolone, katerih velikost smo 
določili glede na maso vzorca. Uporabili smo 60-kratnik mase SF glede na maso 
našega vzorca, iz katerega smo želeli izolirati sintetizirano spojino. Kolono smo 
najprej napolnili s SF, nato smo na vrh kolone nanesli produktno zmes in jo 
postopoma spirali z MF. Ker so komponente produktne zmesi različno interagirale s 
SF in MF, so se s kolone spirale ob različnih retencijskih časih. Pretok MF smo 
pospešili s tlačilko, ki je povečala zračni nadtlak nad MF v koloni. Lovili smo 
posamezne frakcije in s TLC ovrednotili, katere frakcije vsebujejo želeno spojino. 
Kot SF smo uporabljali silikagel Silica Gel 60 proizvajalca Merck z velikostjo delcev 
med 0,040 – 0,063 mm. MF so bile različne in so navedene v eksperimentalnem delu. 
Primerno MF, ki je dala ustrezen retencijski faktor, smo izbrali s pomočjo TLC.  
 
Spektroskopske metode 
Elektronska paramagnetna resonanca (EPR) 
Spektre EPR smo posneli na spektrometru MiniScope MS400 (Magnettech) na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Na analitski tehtnici smo v penicilinke približno 
natančno natehtali 2 mg posamezne končne spojine ter jim z avtomatsko pipeto dodali 
takšen volumen etanola EtOH, da smo dobili 1 mM osnovno raztopino. Če se spojina 
ni takoj raztopila v EtOH, smo hitrost raztapljanja pospešili z uporabo ultrazvočne 
kadičke, dokler se zahtevana spojina ni popolnoma raztopila. 
Steklene kapilare z notranjim premerom 1 mm smo napolnili z vzorci, jih dobro 
obrisali in zamašili s plastelinom, tako da vzorci ne iztekajo iz kapilar, nato pa 
kapilare vstavili v kvarčno cevko v resonatorju spektrometra. Spektre smo posneli s 
pomočjo računalniškega programa Miniscope Control 6.51 (Magnettech). Meritve 
smo opravili pri naslednjih nastavitvah parametrov: 
• središčna jakost magnetnega polja: 3344 G, 
• obseg meritve: 100 G, 
• časovni obseg meritve: 60 s, 
• število ponovitev: 1 oz. v primeru zašumljenega spektra do 4, 
• modulacijska amplituda: 1000 mG, 
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• atenuacija mikrovalov: 10 dB, 
• ojačanje: 1 × 102 (1 E 2) oz. toliko, da spekter sega do roba okna, a ga ne 
odreže 
 
Infrardeča spektroskopija (IR) 
Spektri IR so bili posneti na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR 
s tehniko oslabljenega popolnega odboja (ang. attenuated total reflectance, ATR) na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani ter računalniško obdelani s programom Omnic 
E.S.P. 5.3. 
 
Masna spektrometrija (MS) 
Za določanje molskih mas sinteznih produktov so bili posneti masni spektri na 
masnem spektrometru ADVION expression CMSL na Fakulteti za farmacijo. 
 
Nomenklatura in risanje spojin 
Za poimenovajne spojin po nomenklaturi IUPAC in risanje strukturnih formul spojin 
smo uporabili računalniški program ChemDraw Professional 16.0 proizvajalca 
CambridgeSoft. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO  
4.1 Sinteza 4-(2-hidroksi-3-(naftalen-1-iloksi)propilamino)-2,2,6,6-tetrametil-1-
oksilpiperidina (1) 
 
Postopek 
V kvarčni vsebnik za mikrovalovni reaktor smo zatehtali 212 mg (1 mmol) 2-
((naftalen-1-iloksi)metil)oksirana, 188 mg (1 mmol) TEMPAMIN-a, 72 mg (0,2 
mmol) katalizatorja Ca(OTf)2 in dolili še 5 mL dioksana ter dobro premešali. 
Reakcijo smo izvedli v Discover LabMate mikrovalovnem reaktorju pod naslednjimi 
pogoji: P = 65 W, p = 10,0 bar, T = 124 °C, čas vzpostavitve pogojev = 10 min, 
vzdrževalni čas = 20 min. Ko se je zmes ohladila na sobno temperaturo, smo s 
filtracijo odstranili katalizator, topilo pa smo odparili na rotavaporju do suhega 
zaostanka. 
Nastalo spojino smo izolirali s kolonsko »flash« kromatografijo. Kot mobilno fazo 
smo uporabili DCM/MeOH v razmerju 20:1. V čisto bučko smo zbrali frakcije, v 
katerih smo s TLC določili produkt 1. Topilo smo odparili na rotavaporju pod 
znižanim tlakom. Dobili smo 314 mg spojine 1. 
 
Rezultati 
Izgled: oranžno olje 
Mr: 371,50 g/mol 
Izkoristek: 84,6 % 
Rf: 0,41 (DCM/MeOH = 9:1) 
IR (ATR): ν = 3419, 2932, 1628, 1579, 1508, 1459, 1399, 1269, 1178, 1101, 1068, 
1030, 994 cm-1 
MS (m/z): 371,8 [M+H]+ 
EPR: an (etanol, mT) = 1,6028 
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4.2 Poskus sinteze 4-(2-oksil-3-(naftalen-1-iloksi)propoksi)-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oksila (2) 
 
Postopek 
Najprej smo približno 2 g 2-((naftalen-1-iloksi)metil)oksirana (študentski produkt 
pripravljen na vajah iz FK3) očistili s kolonsko kromatografijo z namenom, da ga 
uporabimo v sintezni reakciji. Pri kolonski kromatografiji smo kot mobilno fazo 
uporabili DCM/MeOH v razmerju 9:1. Po uspešni izolaciji smo očiščen epoksid 
uporabili v sledeči reakciji.  
V 100 mL bučko smo zatehtali 78 mg (0,456 mmol) TEMPOL-a in ga raztopili v 2 
mL topila dioksana. V bučko smo dodali 40 mg (0,684 mmol; 1,5 ekvivalenta) 60 % 
NaH v parafinu. S pipeto smo dodali 120 mg (0,456 mmol) 2-((naftalen-1-
iloksi)metil)oksirana in 2 mL dioksana. V bučko smo po kapljicah pipetirali 20 µL 
kronskega etra 15-kona-5, ki je povečal topnost natrijevih ionov v organskem topilu. 
Opazili smo izhajanje vodika. V bučko smo spustili magnetek, jo zatesnili s 
septumom in vanj vbodli iglo z balončkom napolnjenim z argonom. Bučko smo 
pokrili z aluminijasto folijo, da smo reakcijsko zmes zaščitili pred svetlobo ter pustili 
mešati na magnetnem mešalu preko noči na sobni temperaturi. Naslednji dan smo s 
TLC preverili, ali je v bučki nastal produkt. Kot mobilno fazo za TLC smo uporabili 
5% MeOH z DCM. Ugotovili smo, da produkt ni nastal, saj izhodni spojini nista 
zreagirali, zato smo dodali še 20 mg 60 % NaH in pustili mešati na magnetnem 
mešalu. Naslednji dan smo s TLC identificirali liso, ki bi lahko predstavljala produkt, 
zato smo v bučko dodali nekaj kapljic nasičene raztopine NaHCO3, ki je povzročila 
burno reakcijo z NaH, in etilacetat. Nastali sta dve fazi. Vzorčili smo iz zgornje 
organske faze, kjer smo predvidevali, da bo naš produkt. S TLC smo ugotovili, da sta 
izhodni spojini še vedno v reakcijski zmesi in med seboj nista reagirali. Posledično ni 
nastalo nič produkta, zato smo zmes v bučki zavrgli.  
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4.3 Sinteza 2,2,6,6-tetrametil-4-(metil (3-fenil-3- (4-trifluorometil) fenoksi) 
propil) amino) piperidin-1-oksila (3) 
 
Postopek 
V suho 100 mL bučko smo zatehtali 293 mg (1,7 mmol) TEMPON-a in 575 mg (1,7 
mmol) (RS)-N-metil-3-fenil-3-(4-trifluormetilfenoksi)propilamina (fluoksetina). V 
bučko smo dodali 8 mL sveže predestiliranega THF ter 540 mg (2,55 mmol) 
natrijevega triacetoksiborohidrida (Na(OAc)3BH). Nazadnje smo dodali 100 µL 
trietilamina ter reakcijsko zmes dobro premešali. Bučko smo zamašili s septumom in 
nanjo namestili balon napolnjen z argonom ter reakcijsko zmes čez noč pustili mešati 
na magnetnem mešalu. Naslednji dan smo s TLC preverili potek reakcije, nato pa 
dodali še okrog 300 mg Na(OAc)3BH, da nekoliko pospešimo reakcijo. Ker je nastalo 
malo produkta, smo zmes pustili mešati na magnetnem mešalu še tri dni. Po treh dneh 
smo reakcijsko zmes ponovno analizirali s TLC in ugotovili, da je nastalo nekaj več 
produkta, zato smo izvedli ekstrakcijo produkta z etilacetatom. Organsko fazo smo 
sprali z 1 M NaOH, nasičeno raztopino NaHCO3, nasičeno raztopino NaCl (sušilno 
sredstvo) ter sušili z brezvodnim Na2SO4. Topilo smo delno odparili na rotavaporju, s 
TLC preverili uspešnost ekstrakcije in nadaljevali z izolacijo ekstrakta. Ekstrakt smo 
očistili s »flash« kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili 5 % MeOH z DCM. 
S TLC smo preverjali, v katerih frakcijah se je eluiral naš produkt in ob končani 
izolaciji združili frakcije s čistim produktom v dve bučki. Topilo smo odparili na 
rotavaporju in prečiščen produkt posušili. Dobili smo 492 mg spojine 3.  
 
Rezultati 
Izgled: svetlo rumeni kristali 
Mr: 463,57 g/mol 
Izkoristek: 62,4 %  
Rf: 0,29 (5% MeOH z DCM) 
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IR (ATR): ν = 3403, 2979, 2948, 1472, 1452, 1424, 1393, 1376, 1363, 1328, 1293, 
1240, 1217, 1174, 1162, 1118, 1091, 1067, 1032, 991, 963, 939, 677, 571, 535, 521 
cm-1 
MS (m/z): 463,6 [M+H]+ 
EPR: an (etanol, mT) = 1,5816 
 
4.4 Sinteza 2,2,6,6-tetrametil-4-((perilen-3-ilmetil)amino)piperidin-1-oksila (4) 
 
 
Postopek 
V suho 100 mL bučko smo zatehtali 211 mg (1,2 mmol) 3-perilenkarboksaldehida, 
208 mg (1,2 mmol) TEMPAMIN-a ter dodali 403 mg (1,6 mmol) reducenta 
Na(Ac)3BH. V bučko smo odpipetirali 5 mL DCE in dobro premešali. Bučko smo 
zamašili ter pustili mešati čez noč na magnetnem mešalu v digestoriju na sobni 
temperaturi. Konec poteka reakcije smo potrdili s TLC v mobilni fazi 5 % MeOH z 
DCM. Izvedli smo ekstrakcijo produkta z DCM. Organsko fazo smo sprali z 1 M 
NaOH, nasičeno raztopino NaHCO3, nasičeno raztopino NaCl (sušilno sredstvo) in 
sušili z brezvodnim Na2SO4. Produktna zmes je bila fluorescentno oranžne barve. 
Produkt smo nato izolirali s kolonsko »flash« kromatografijo. Pri izolaciji smo začeli 
elucijo z mobilno fazo 2 % MeOH z DCM. Tekom kolonske kromatografije smo 
povečali polarnost mobilne faze na 5 % MeOH z DCM. S TLC smo identificirali čiste 
frakcije in jih združili v bučko. Topilo smo uparili na rotavaporju ter posušili 
prečiščen produkt. Dobili smo 244 mg spojine 4. 
 
Rezultati 
Izgled: oranžni kristali 
Mr: 435,59 g/mol 
Izkoristek: (244 mg / 326,25 mg) = 74,8 % 
Rf: 0.39 (5 % MeOH z DCM) 
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IR (ATR): ν = 2966, 2926, 1589, 1500, 1466, 1385, 1374, 1362, 1342, 1311, 1242, 
1219, 1208, 1174, 1159, 1135, 1123, 1090, 824, 806, 786, 766, 731, 661, 632, 601, 
574, 560 cm-1 
MS (m/z): 436,6 [M+H]+ 
EPR: an (etanol, mT) = 1,5816 
 
4.5 Poskus sinteze 2,2,6,6-tetrametil-4-(piren-1-ilamino)piperidin-1-oksila (5) 
 
Postopek 
V čisto bučko smo zatehtali 207 mg (1 mmol) 1-aminopirena, TEMPON-a in 307 mg 
(1,4 mmol) reducenta Na(Ac)3BH. V bučko smo dodali 8 mL topila DCE in dobro 
premešali. Bučko smo zamašili in prekrili z aluminijasto folijo ter jo prestavili v 
digestorij na magnetno mešalo, kjer smo reakcijsko zmes pustili mešati na sobni 
temperaturi nekaj dni. S TLC smo preverili potek reakcije in dodali še malo 
reducenta, da pospešimo reakcijo. Reakcijsko zmes smo pustili mešati še en dan. Po 
izvedenih TLC-jih nismo opazili nobenega produkta, zato smo reakcijsko zmes 
zavrgli.  
 
4.6 Sinteza N-(4,6-piren-1-il)-1-oksil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirol-3-
karboksamida (6) 
 
 
25 
 
Postopek 
V čisto bučko smo zatehtali 200 mg (1 mmol) 1-aminopirena, 290 mg 1-oksil-2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirol-3-karboksilne kisline (1 mmol) in 20 mg (dve peletki) 
4-(dimetilamino)piridina (DMAP). V bučko smo dodali 10 mL DCM in mešali v 
digestoriju na magnetnem mešalu 5 minut na sobni temperaturi v argonovi atmosferi. 
Nato smo v bučko dodali 200 mg EDC s pomočjo tehtalnega čolnička in vsebino v 
zamašeni bučki pustili mešati čez noč. S TLC smo naslednji dan preverili uspešnost 
reakcije. Opazili smo, da je produkt nastal, zato smo izvedli ekstrakcijo produktne 
zmesi. Uporabili smo DCM in destilirano vodo, da sta se organska in vodna faza 
ločili. Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 ter posušili z 
brezvodnim Na2SO4. Topilo smo odparili pod znižanim tlakom ter produktno zmes 
očistili s kolonsko kromatografijo z 1 % MeOH z DCM. Ustrezne frakcije smo 
združili v bučko in odparili topilo na rotavaporju. Produkt smo posušili in stehtali. 
Dobili smo 289 mg spojine 6. 
 
Rezultati 
Izgled: oranžni kristali 
Mr: 383,47 g/mol 
Izkoristek: 75,1 % 
Rf: 0,45 (2 % MeOH z DCM) 
IR (ATR): ν = 2974, 2930, 1650, 1614, 1602, 1558, 1507, 1460, 1435, 1394, 1368, 
1357, 1328, 1311, 1295, 1245, 1186, 1158, 1104, 1066, 958, 872, 837, 821, 789, 751, 
709, 677, 603, 570, 520 cm-1 
MS (m/z): 383,9 [M+H]- 
EPR: an (etanol, mT) = 1,4722 
 
  
26 
 
4.7 Sinteza N-(1-oksil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-il)-4-(piren-1-il) butanamida 
(7) 
 
 
Postopek 
V suho bučko smo natehtali 207 mg (0,7 mmol) 1-pirenbutanojske kisline in 156 mg 
(0,7 mmol) TEMPAMIN-a. Dodali smo približno 20 mg (dve peletki) DMAP in vse 
skupaj raztopili v 10 mL DCM. Bučko smo zatesnili s septumom in reakcijsko zmes 
pustili mešati na magnetnem mešalu 5 minut na sobni temperaturi. Nato smo v bučko 
zatehtali še 123 mg (0,7 mmol) EDC in prekrito ter zamašeno reakcijsko zmes mešali 
na magnetnem mešalu preko noči. Naslednji dan smo potek reakcije preverili s TLC, 
nato pa izvedli ekstrakcijo, da se znebimo odvečnega reducenta. Uporabili smo DCM 
in destilirano vodo, da sta se organska in vodna faza ločili. Organsko fazo smo sprali 
z nasičeno raztopino NaHCO3 ter sušili z brezvodnim Na2SO4. Topilo smo odparili 
pod znižanim tlakom do suhega zaostanka ter produktno zmes očistili s kolonsko 
kromatografijo, pri kateri smo za mobilno fazo uporabili 1 % MeOH z DCM. Tekom 
kolonske kromatografije smo povečali polarnost mobilne faze na 2 % MeOH z DCM. 
Dobili smo 193 mg spojine 7. 
 
Rezultati 
Izgled: oranžni kristali 
Mr: 441,60 g/mol 
Izkoristek: 62,5 % 
Rf: 0,07 (1 % MeOH z DCM) 
IR (ATR): ν = 3305, 2935, 1649, 1531, 1459, 1360, 1301, 1239, 1180, 1045, 972, 
843, 716, 620, 555 cm-1 
MS (m/z): 442,6 [M+H]+ 
EPR: an (etanol, mT) = 1,5816 
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4.8 Sinteza (1-oksil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirol-3-il)metil 4-(piren-1-
il)butanoata (8) 
 
 
Postopek 
223 mg (0,7 mmol) 1-pirenbutanojske kisline in 132 mg (0,7 mmol) 3-
(hidroksimetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirol-1-oksila smo zatehtali v suho 
100 mL bučko, dodali 20 mg DMAP ter vse skupaj raztopili v 10 mL DCM. Po 5 
minutah mešanja v digestoriju na magnetnem mešalu v argonovi atmosferi na sobni 
temperaturi smo s pomočjo tehtalnega čolnička dodali še 136 mg EDC (0,7 mmol) in 
nadaljevali z mešanjem do naslednjega dne. Naslednji dan smo s TLC identificirali 
nov produkt, zato smo produktno zmes ekstrahirali z DCM. Organsko fazo smo sprali 
z destilirano vodo in nasičeno raztopino NaHCO3 ter posušili s sušilnim sredstvom 
Na2SO4. Topilo smo odparili pod znižanim tlakom in surov produkt čistili s kolonsko 
»flash« kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili 1 % MeOH v DCM. Tekom 
kolonske kromatografije smo povečali polarnost mobilne faze na 2 % MeOH z DCM. 
Dobili smo 161 mg spojine 8. 
 
Rezultati 
Izgled: rumeni kristali 
Mr: 440,56 g/mol 
Izkoristek: 52,3 % 
Rf: 0,21 (DCM) 
IR (ATR): ν = 3051, 2971, 2931, 1745, 1665, 1602, 1587, 1509, 1466, 1430, 1417, 
1372, 1358, 1343, 1325, 1306, 1280, 1255, 1242, 1166, 1155, 1101, 1073, 1036, 995, 
968, 925, 901, 846, 836, 818, 796, 761, 747, 711, 692, 679 cm-1 
MS (m/z): 441,8 [M+H]+ 
EPR: an (etanol, mT) = 1,4891 
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4.9 Sinteza 1-oksil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-il 4-(piren-1-il)butanoata (9) 
 
 
Postopek 
V suho 100 mL bučko smo zatehtali 206 mg (0,7 mmol) 1-pirenbutanojske kisline in 
175 mg (0,7 mmol) TEMPOL-a. Dodali smo 20 mg DMAP in raztopili v 10 mL 
DCM. Bučko smo pustili mešati v digestoriju na magnetnem mešalu v argonovi 
atmosferi na sobni temperaturi 5 minut. Zatem smo s pomočjo tehtalnega čolnička 
dodali še 138 mg EDC (0,7 mmol) in nadaljevali z mešanjem do naslednjega dne. 
Naslednji dan smo s TLC identificirali nov produkt, zato smo produktno zmes 
ekstrahirali z DCM. Organsko fazo smo sprali z destilirano vodo, nasičeno raztopino 
NaHCO3 in posušili s sušilnim sredstvom Na2SO4. Topilo smo odparili na rotavaporju 
in surov produkt očistili s kolonsko »flash« kromatografijo. Kot mobilno fazo smo 
uporabili DCM. Tekom kolonske kromatografije smo povečali polarnost mobilne faze 
na 1 % MeOH z DCM in nato na 2 % MeOH z DCM. Dobili smo 120 mg spojine 9. 
 
Rezultati 
Izgled: oranžni kristali 
Mr: 442,24 g/mol 
Izkoristek: 38,8 % 
Rf: 0,20 (DCM) 
IR (ATR): ν = 3048, 2975, 2936, 2052, 1742, 1603, 1586, 1510, 1466, 1418, 1392, 
1364, 1345, 1306, 1288, 1240, 1219, 1186, 1152,  1101, 1083, 1012, 996, 982, 963, 
901, 840, 816, 763, 748, 710, 682 cm-1 
MS (m/z): 442,8 [M+H]+ 
EPR: an (etanol, mT) = 1,5900 
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5 RAZPRAVA 
5.1 RAZPRAVA O SINTEZNIH REAKCIJAH 
5.1.1 Odpiranje epoksidnega obroča z aminom 
 
Pri sintezi spojine 1 smo izvajali odpiranje epoksidnega obroča s primarnimi amini v 
prisotnosti katalizatorja kalcijevega triflata (Ca(Otf)2) in obsevanju z mikrovalovi. To 
metodo so kot učinkovito sintezo dolgoverižnih spinsko označenih amino-alkoholnih 
derivatov postavili Hafner in sodelavci leta 2009 (34). Sinteza je potekla po 
mehanizmu nukleofilne substitucije in sicer po enostopenjskemu mehanizmu SN2, pri 
katerem poteče hkrati nastanek nove in cepitev stare vezi. Aminska skupina 
TEMPAMIN-a v vlogi nukleofila s prostim elektronskim parom na dušiku napade 
sterično manj ovirano sp3 hibridizirano metilensko (CH2) skupino oksiranskega 
obroča (35). 
 
Slika 11. Odpiranje epoksidnega obroča in vezava amina po mehanizmu 
nukleofilne substitucije. 
Sledi nastanek nove kovalentne vezi C-N in razcep vezi C-O na epoksidu, s čimer se 
oksiranski obroč odpre. Nastali produkt je β-aminoalkohol (slika 11). Reakcija je 
potekla s pomočjo katalizatorja kalcijevega trifluorometansulfonata (Ca(OTf)2). Ta je 
učinkovit katalizator reakcij odpiranja epoksidnega obroča z amini, čeprav je njegova 
vloga v reakcijskem mehanizmu slabo proučena (34).  
Sintezo smo izvedli s pomočjo mikrovalov (angl. microwave-assisted synthesis) z 
namenom skrajšanja reakcijskega časa in povečanja izkoristka reakcije v primerjavi s 
klasičnim segrevanjem. Sinteza z mikrovalovi temelji na segrevanju oz. prenosu 
toplotne energije s fotokemično tehniko pri visokem tlaku s ciljem dosežka kemijskih 
procesov in reakcij. Gre za mikrovalovno ali dielektrično segrevanje, ki temelji na 
magnetni energiji, ki se po absorpciji skozi snov pretvori v toploto. Metoda je 
uporabna tudi za reakcije brez topil, saj zaradi mikrovalovnega valovanja ni potrebno 
mešanje reakcijske zmesi. Mikrovalovi imajo omejen energijski potencial in zaradi 
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tega ne spreminjajo zgradbe, ampak vplivajo samo na temperaturo sistema. Topilo in 
reaktanti absorbirajo mikrovalovno valovanje, stene reaktorja pa so transparentne in 
ne pride do pregretja. V našem primeru smo kot topilo uporabili brezvodni 1,4-
dioksan zaradi njegove skoraj popolne transparentnosti za mikrovalove. Alternativna 
topila so še THF in DCM, a po literaturnih podatkih sodeč dajejo manjše izkoristke 
reakcij (36). Brezvodni pogoji nam zagotavljajo, da ne pride do nukleofilnega napada 
vode na oksiranski obroč in s tem tvorbe stranskih produktov. Izkoristek reakcije je 
bil visok (84,6 %) in primerljiv z literaturnimi podatki (34). 
 
5.1.2 Odpiranje epoksidnega obroča z alkoholom 
 
Pri sintezi spojine 2 smo želeli izvesti reakcijo odpiranja epoksidnega obroča z 
alkoholom v prisotnosti močne baze NaH. Pričakovali smo, da bo NaH odtegnil 
proton tempolu (slika 12, A), pri čemer bi nastala H2 in Na-sol alkoholata (R-O-), ki je 
boljši nukleofil od tempola. V drugi stopnji (slika 12, B) zato lažje napade epoksidni 
obroč. Mehanizem reakcije je podoben zgornjemu, le da je nukleofil tukaj alkoholat.  
Sinteza je v tem primeru bila neuspešna, saj predviden mehanizem ni potekel. Možen 
vzrok za neuspeh je morda še vedno prenizka nukleofilnost alkoholata, ki je zato 
nesposoben napasti sterično manj ovirano sp3 hibridizirano metilensho (CH2) skupino 
epoksidnega obroča in nukleofilne substitucije (35).  
A  
 
B 
 
 
Slika 12. Predviden mehanizem reakcije odpiranja obroča z alkoholom. A: 
odtegnitev protona z NaH na tempolu in nastanek Na-alkoholata ter H2. B: nukleofilni 
napad Na-alkoholata na epoksidni obroč. 
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5.1.3 Reduktivno aminiranje ketonov in aldehidov 
 
Za pripravo spojin 3, 4 in 5 smo izvedli reakcijo reduktivnega aminiranja. To je tip 
reakcije, ki se najpogosteje uporablja za sintezo aminov iz ketonov ali aldehidov. 
Včasih so za to vrsto reakcij večinoma uporabljali reducent natrijev cianoborohidrid 
(NaBH3CN) ali natrijev borohidrid NaBH4, a ju je zaradi toksičnosti ali previsoke 
reaktivnosti nadomestil reducent natrijev triacetoksiborohidrid (NaBH(OAc)3), ki 
deluje blago in selektivno. Ne želimo namreč, da pride do redukcije aldehida ali 
ketona pred tvorbo imina. Njegove lastnosti izhajajo iz dobro stabilizirane vezi B-H s 
strani steričnih učinkov treh acetoksi skupin. Znano je, da NaBH(OAc)3 raje 
stabilizira aldehide kot ketone. Pri reakciji najprej poteče reverzibilna nukleofilna 
adicija, pri kateri nastane imin (slika 13). Ker je ta nestabilen, že na začetku dodamo 
reducent, ki povzroči ireverzibilno redukcijo imina do ustreznega amina. Reakcija je 
katalizirana s kislino. V prvem koraku pride do protonacije karbonilnega kisika. Sledi 
nukleofilni napad aminske skupine na karbonilni ogljik. V naslednjem koraku pride 
do premestitve protona z amino skupine na hidroksilno skupino, ki tako postane dobra 
izstopajoča skupina. Nastane nestabilen intermediat karbinolamin, sledi pa eliminacija 
molekule vode v nastanek protonirane oblike imina. V naslednji ireverzibilni stopnji 
se imin reducira do amina (37).  
 
Slika 13. Mehanizem reduktivnega aminiranja z NaBH(OAc)3. 
Pri sintezi spojine 3 smo h ketonu TEMPON-u dodali sekundarni amin v prebitku. 
Kot reducent smo uporabili 1,3 ekvivalenta NaBH(OAc)3 ter pustili na sobni 
temperaturi en dan. Takšni pogoji so se izkazali za optimalne za delovanje tega 
reducenta. Za redukcijo z Na(OAc)3BH so ugotovili, da so najustreznejša topila THF, 
DCE ali acetonitril (37). Mi smo pri sintezi spojine 3 uporabili THF. Izkoristek 
reakcije je bil dober – 62,4 %. Pri sintezi spojine 4 smo k primarnemu aminu 
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(TEMPAMIN) dodali aldehid 3-perilenkarboksaldehid. Ob poteku reakcije je nastajal 
imin, ki smo ga z reducentom Na(OAc)3BH pretvorili do sekundarnega amina (slika 
13). Tokrat smo kot topilo uporabili DCE. Izkoristek je bil nekoliko višji kot pri 
spojini 3, in sicer 74,8 %. 
Pri poskusu sinteze spojine 5 smo k primarnemu aminu 1-aminopirenu dodali keton 
TEMPON in pričakovali, da bo s pomočjo reducenta Na(OAc)3BH prišlo do 
reduktivnega aminiranja, podobno kot pri sintezi spojine 3. Aminska skupina (Nu-) 
primarnega amina bi napadla elektrofilni karbonilni ogljik, po eliminaciji vode bi 
nastali imin z reducentom Na(OAc)3BH pretvorili do sekundarnega amina. Reagenta 
med seboj nista zreagirala, možnih je več vzrokov: 
a) 1-aminopiren ima aminsko skupino pripeto na veliko pirensko strukturo, ki 
morda sterično ovira nukleofilni napad dušika aminske skupine na ogljik na 
ketonu. Če bi bila aminska skupina vezana na kakšno manjšo obročno 
strukturo, bi morda reakcija bila uspešna.  
b) dušik aminske skupine namesto tvorbe vezi z ogljikom ketona svoj elektronski 
par raje donira ogljiku najbližjega pirenskega obroča, po katerem se elektroni 
nato porazdelijo, dušiku aminske skupine pade elektronska gostota in postane 
šibkejši nukleofil, zato ni sposoben napasti ketona. Reagenta zato med seboj 
ne reagirata.  
 
5.1.4 Tvorba amidne vezi 
 
Sinteza amidov je pomembna reakcija v organski sintezi in je navadno izvedena s t.i. 
sklopitvenimi reagenti. Amidna vez teoretično nastane iz aminov in karboksilnih 
kislin, pri čemer se odcepi voda. Do poteka takšne reakcije pa ne pride spontano pri 
sobni temperaturi, pač pa pri temperaturah nad 200 °C. Prav tako karboksilna skupina 
ne deluje kot elektrofil, saj je skupina-OH zelo slaba izstopajoča skupina. Zato 
moramo najprej karboksilno kislino aktivirati, da se -OH lažje odcepi (38, 39).  
Za aktivacijo uporabimo enega od sklopitvenih reagentov, najpogosteje karbodiimide. 
Med najširše uporabljenimi sta N, N’-dicikloheksilkarbodiimid (DCC) in 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC × HCl) (slika 14). V našem 
primeru smo uporabili EDC × HCl. Po literaturi sodeč so sicer sinteze z DCC 
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učinkovitejše, a njegov stranski produkt 1,3-dicikloheksilsečnina (DCU) predstavlja 
težavo zaradi netopnosti v vodi (38). 
EDC × HCl v prvem koraku deprotonira -OH skupino karboksilne kisline, s čimer 
postane dober elektrofil. Karboksilat kot nukleofil napade EDC × HCl in tvori novo 
vez, pri čemer nastane intermediat O-acilsečnina (slika 14). Ta lahko hitro zreagira z 
aminom, ki napade ogljik karbonilne skupine. Poteče nukleofilna substitucija. Vezava 
EDC × HCl na O- kisline povzroči, da vez C-O oslabi in se stranska skupina odcepi. 
Stranski produkt, ki nastane, je derivat sečnine in ne predstavlja težav, saj je topen in 
se ga zlahka znebimo pri ekstrakciji v vodno fazo. Po eliminaciji derivata sečnine 
sledi še deprotonacija molekule in nastanek amida (38, 39, 40).  
 
 
A 
 
B 
 
C 
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Slika 14. Mehanizem aktivacije karboksilne kisline s sklopitvenim reagentom 
EDC × HCl ali DCC in nastanek O-acilsečnine. A: Reakcija O-acilsečnine direktno z 
aminom. B: Nastanek neželenega stranskega produkta – N-acilsečnine. C: posredni 
nastanek amida preko anhidrida. 
O-acilsečnina lahko reagira s še enim karboksilatom do anhidrida karboksilne kisline 
(reakcija C), ki v reakciji z aminom tudi tvori amid. Možno je tudi, da se znotraj 
molekule O-acilsečnina zgodi premestitev, kar vodi v nastanek neželenega produkta 
N-acilsečnine (reakcija B), ki ni več reaktivna. Verjetnost poteka te reakcije lahko 
zmanjšamo z dodatkom katalizatorja 4-dimetilaminopiridina (DMAP), ki deluje kot 
pomožni nukleofil za karboksilne kisline in povzroči nastanek produkta, ki je 
reaktivnejši in zato hitreje reagira z aminom (slika 15). S tem pospešimo reakcijo, 
zmanjšamo verjetnost nastanka stranskih produktov in povečamo izkoristke reakcij 
(38).  
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Slika 15. Uporaba DMAP kot katalizatorja pri sintezi amida. 
 
Preferenčno topilo za takšno reakcijo je DCM, saj se EDC × HCl v njem dobro topi. 
Alternativa so druga aprotična topila s primerljivo polarnostjo, kot so dietileter, 
tetrahidrofuran in acetonitril (38).  
Mi smo za aktivacijo karboksilne skupine v obeh primerih reakcij uporabili reagent 
EDC × HCl. Reakcijo sinteze spojine 6 smo izvajali z 1-oksil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-
dihidro-1H-pirol-3-karboksilno kislino in aminom 1-aminopirenom, reakcijo 7 pa z 1-
pirenbutanojsko kislino in aminom TEMPAMIN-om, obe reakciji na podlagi 
postopka, ki so ga izvajali Liu YQ in sodelavci leta 2013 (40). V obeh primerih smo 
reakcijski zmesi dodali DMAP. Bazičnost DMAP je poskrbela za pretvorbo EDC v 
obliko proste baze. V obliki soli je namreč slabo topen v organskih topilih. Reakcijsko 
zmes smo mešali pri sobni temperaturi en dan. Produkte smo izolirali z ekstrakcijo in 
očistili s kolonsko “flash” kromatografijo. Bazične molekule (nezreagiran amin, EDC, 
DMAP) so se izločile v vodno fazo. Z dodatkom NaHCO3 smo disociirali in odstranili 
nezreagirano izhodno spojino. Dodali smo še nasičeno raztopino NaCl, da smo 
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odstranili vodni zaostanek. Pri obeh reakcijah smo imeli dobre izkoristke: pri sintezi 
spojine 6 je ta znašal 75,1 %, pri sintezi spojine 7 pa 62,5 %.  
 
5.1.5 Tvorba estrske vezi 
 
Steglich-ova esterifikacija je reakcija estrenja, ki vključuje uporabo sklopitvenega 
reagenta EDC × HCl in katalizatorja DMAP. Kombinacija teh dveh molekul je 
pogosto v uporabi pri pripravi estrov iz karboksilnih kislin in alkoholov. Pri blagih 
pogojih se estrska vez ni sposobna tvoriti, saj hidroksilna skupina karboksilne kisline 
ni dobra izstopajoča skupina. Če bi reakcijo izvajali pri ostrejših pogojih, bi to vodilo 
v nastanek neželenih produktov. Boljša izbira je zato aktivacija karboksilne kisline, ki 
jo izvedemo s sklopitvenim reagentom EDC × HCl (slika 16) (41).  
 
 
 
 
Slika 16: Mehanizem aktivacije karboksilne kisline s sklopitvenim reagentom 
EDC × HCl v nastanek O-acilsečnine ter reakcija le-te z alkoholom. 
 
Pri tem dobimo O-acilsečnino, ki je reaktivnejša od izhodne spojine zaradi dobre 
izstopajoče skupine. V tem koraku lahko pride do premestitve acilne skupine, pri 
čemer nastane stranski produkt N-acilsečnina, ki zniža izkoristek reakcije. V ta namen 
je v reakcijsko zmes dodan DMAP, ki zmanjša verjetnost poteka te reakcije. DMAP 
37 
 
deluje kot močan nukleofil, tako da napade aktivirano kislino (slika 18). Posledično je 
ta bolj dovzetna za vezavo hidroksilne skupine alkohola in tvorbe estrske vezi (42).  
Preferenčno topilo za takšno reakcijo je DCM, lahko pa uporabimo še dietileter, THF 
ali acetonitril (43). 
 
 
 
 
Slika 17. Uporaba DMAP kot katalizatorja pri sintezi estra. 
V obeh primerih sinteze estrov smo uporabili enako kislino, in sicer 1-
pirenbutanojsko kislino. Pri sintezi spojine 8 smo kislini dodali alkohol 3-
(hidroksimetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirol-1-oksil in dobili zmerni 
izkoristek (52,3 %). Pri sintezi spojine 9 smo kislini dodali alkohol TEMPOL. 
Izkoristek te reakcije je bil nizek – 38,8 %. Razlog za nizke izkoristke so najverjetneje 
izgube pri izolaciji in večja sterična oviranost sekundarnih alkoholov.  
 
5.1.6 Preglednica sintetiziranih spojin 
V preglednici I so združene vse sintetizirane spojine s svojimi strukturnimi in 
molekulskimi formulami ter molskimi masami.  
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Preglednica I: Sintetizirane spojine s svojimi strukturami in molekulskimi formulami 
ter molskimi masami. 
Oznaka 
spojine 
Struktura spojine 
Molekulska formula 
in molska masa 
spojine v g/mol 
 
1 
 
 
 
 
C22H31N2O3 
 
371,50 
3 
 
C26H34F3N2O2 
 
463,57 
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4 
 
C30H31N2O 
 
435,59 
6 
 
C25H25N2O2 
 
383,47 
7 
 
C29H33N2O2 
 
441,60 
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8 
 
C29H30NO3 
 
440,56 
9 
 
C29H32NO3 
 
442,58 
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5.2 ANALIZA SPEKTROV EPR 
 
Spinskim sondam (spojinam 3, 4, 6, 7, 8 in 9) smo izmerili spektre EPR v etanolu pri 
sobni temperaturi. Posneti spektri so prikazani na sliki 18. Pri vseh spektrih EPR, ki 
smo jih posneli, je viden značilen signal nitroksida – triplet enake intenzitete. Iz 
spektrov spojin smo določili hiperfino sklopitveno konstanto aN. 
Med posnetimi spektri so bile le majhne razlike v intenziteti, kar je posledica napake 
pri merjenju razdalje med črtami. V obliki spektrov pa med vzorci ni razlike, saj smo 
povsod uporabljali enak tip nitroksida: piperidinski tip pri spojinah 3, 4, 7, in 9 ter 
pirolinski tip nitroksida pri spojinah 6 in 8.  
Vzorce spinskih sond smo posneli v etanolu in v prisotnosti kisika. Ta je lipofilen 
paramagnetni plin, ki je bolje topen v organskih topilih kot v vodi in tvori dipolarne 
interakcije z nitroksidi, zaradi česar se spektralne črte razširijo. Če bi meritve izvajali 
v odsotnosti kisika, bi verjetno spektralne črte bile ožje z večjo amplitudo. 
 
 
 
Slika 18. Spektri EPR spojin 3, 4, 6, 7, 8 in 9 v etanolu. 
 
1𝑚𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅  
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6 SKLEP 
V okviru magistrskega dela smo pripravili spinske sonde, ki imajo v strukturi ciklični 
nitroksidni radikal in planarno aromatsko strukturo. Uspešno smo sintetizirali sedem 
spinskih sond in jih okarakterizirali s pomočjo masne spektrometrije in IR.  
Amidno ali estrsko vez smo tvorili z reagentom EDC, prav tako smo nitrokside 
uspešno pripeli na aromatsko planarno strukturo s pomočjo reduktivnega aminiranja, 
razen v primeru pripenjanja primarnega amina na keton. Neuspešni pa smo bili pri 
odpiranju epoksida z alkoholom; odprli smo ga z aminom. Vse produkte sinteze smo 
ekstrahirali in očistili s kolonsko »flash« kromatografijo brez večjih izgub. 
Sintetiziranim spojinam smo posneli spektre EPR v etanolu in dobili pričakovane 
oblike spektrov, takšne, ki so značilne za nitrokside. Pomerili smo vrednosti hiperfine 
sklopitvene konstante (aN), ki opisuje mikropolarnost okolice nitroksidnega radikala. 
Pokazali smo, da sinteza nitroksidnih spinskih sond s planarnimi aromatskimi 
strukturami ni težavna in daje dobre izkoristke ter malo stranskih produktov. 
Rezultati predstavljajo pomembna izhodišča za nadaljnjo optimizacijo sinteze 
spinskih sond. Sintetizirane spinske sonde se lahko uporabijo pri raziskavah na 
bioloških membranah za ugotavljanje vplivov mikro-okolja na spinsko sondo. 
Hkrati naši rezultati omogočajo nadaljnje raziskovanje obnašanja s spinskimi sondami 
označenih nanocevk v bioloških sistemih. Sintetizirane spinske sonde se lahko s 
pomočjo interakcij π-π in hidrofobnega efekta vežejo na aromatsko površino 
ogljikovih nanocevk in vsidrajo v lipidni dvosloj bioloških membran ter na svoji 
površini poročajo o neposrednem okolju s pomočjo metode EPR. Na ta način je 
mogoča pridobitev informacij o mobilnosti nanocevk, kopičenju v organih, tkivih, na 
membranah celic ali znotraj njih.  
Nadaljnja raziskovanja bi lahko bila v smeri preverjanja morebitnih citotoksičnih in 
citoprotektivnih učinkov nanocevk, spremljanja dinamike nanocevk, tekmovanja 
spinskih sond z lipidi, izpodrivanja iz nanodelcev ipd. Spinsko označene nanocevke bi 
se lahko uporabile tudi kot dostavni sistem za dostavo učinkovin do določenih tkiv. 
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